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- 1 - 

sequences micl§otidiques h^tiridant specif iquement avec 
une s&juence nucleique gSnanique-de Campylobacter 

La pr^sente invention se rapporte S une 
sequence nucleique sp6cifique de Campylobacter coll 
ainsi qu'auK applications de cette sequence en tant que 
sonde nucl6otidique sp6cifique pour la detection de 
sequences de Campylobacter coll ou de fragments de cette 
sequence comme amorces nucl6otidiques pour 1' amplifica- 
tion d'ADN ou d'ARN de Cainpy2o2>acter coll dans un 
6chantillon biologique. 

Les infections d Campylobacter sont tr^s 
r6pandues dans le monde entier, affectant aussi bien 
I'homme que les animaux sauvages ou domestiques. 

Bien que d6couvertes au d6but du vingti6me 
si^cle, les bacteries appel6es actuellement Campylobacter 
furent longtemps m6connues, car leurs particularitSs 
rendaient leur identification et leur culture difficiles 
D'abord isol6s chez les ovides et les bovid6s et appel6s 
Vibrio fetus puis, plus tard, Campylobacter fetus ce 
n'est qu'd partir de 1946 que les premiers cas de 
campylobactferioses humaines ont 6te decrits, mais ce 
n'est qu'd partir de 1972, lorsque des milieux s61ectifs 
pour Caiapyloiacter ont commence d Stre mis au point, que 
1' importance des infections d Campylobacter a pu gtre 
prouvSe et reconnue. 

Depuis la designation de I'espSce type 
Campylobacter fetus, une douzaine d'autres espfeces et 
sous-esp^ces ont 6te decouvertes, le nombre exact variant 
selon les auteurs et les m6thodes taxonoraiques , qui 
proposent souvent de nouveaux crit^res de classification. 
Parmi ces especes, les plus rencontrees en pathologie 
humaine et/ou animale sont Campylobacter jejuni. Campylo- 
bacter coli et Campylobacter fetus. 

Actuellement, Campylobacter jejuni et 
Campylobacter coli sont frequemment responsables de 
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diarrhee infectieuse chez I'honmie. 

Le "r6seau de surveillance nationale des 
infections A Campylobacter", mis en place en France en 
1986, publie chaque ann6e un bilan faisant ressort.r les 
principales donn6es epid6miologiques et cliniques des cas 

rappor1:6s • , 
Dans I'espece humaine, le symptdme majeur de 

1' infection intestinale ^ C. jejuni ou 4 C. coll est la 
diarrhee qui, dans les cas les plus graves peut entralner 
de fortes pertes hydriques, ce qui peut Stre particulife- 
rement dangereux pour les enfants et les nourrissons, 
tres sensibles S la ddshydratation . Cependant, I'ent^rite 
a Ca«.pylol,acter reste souvent sans complications et les 
diarrh6es peuvent m&ne cesser spontan6ment au bout d une 
15 semaine. Toutefois, les coprocultures peuvent rester 
positives jusqu'a quelques semaines ou m^e mois, et 
dans 5 6 10% des cas, des rechutes peuvent survenxr. Un 
traitement et un suivi rigoureux s'imposent done, 
surtout pour les sujets immunodeprimes ou ayant des 
maladies graves (SIDA, cirrhose du foie, cancer, leuc6- 
mie, etc.), chez lesguels les Campylobacter peuvent se 
comporter comme des bact6ries opportunistes. 

D'autres consequences des infections H 
C ieivnl ou C. coll ont ^galement M dfecrites, bien que 
plus rares ou except ionnel les : ad6nite mesent^rique, 
cholecystite, infections urinaires, mfeningites, septic^- 
mies, 6ryth^e noueux ou syndrome de Guillain-Barrd, etc 

Chez les animaux, les Can.pyIol>acter vivent 
babituellement en commensaux dans le tube digestif de 
nombreuses esp^ces : bovins, ovins. pores, -laxlles 
oiseaux sauvages, chiens et chats. Ces animaux, malades 
ou porteurs sains, constituent un large reservoxr de 
germes, et done un risque important de contaminatxon 
Dans le cas d' infections evidentes, chez les bovxns et 
35 ovins, C. je:}unl est connu, depuis la premiere descrxp- 
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tlon en 1931, comme 6t:ant la cause de la "dysenterie du 
b6tail", qui peut avoir pour consequence, outre I'effet 
sur le bfetail, la -transmission & l*homine A travers la 
diss6mina1:ion des germes dans 1 ' environnement des animaux 
5 (terre, eaux). Meme pour des animaux asymptomatiques, 
"porteurs sains *\ la transmission & I'honune peut se 
faire : soit par contact direct avec ces animaux ou leurs 
dejections , soit par consommation d ' aliments ou d ' eaux 
souilies (viandes contaminees pendant leur preparation 

10 et mal cuites, lait non pasteurise, eau pollute, etc.)* 

Dans une optique de prevention, il est 
important .done, tant chez I'homme que chez 1' animal, de 
pouvoir identifier le pathog^ne C, jejuni ou C. coli le 
plus t6t possible, afin d'empecher, par des mesures 

15 adequates, toute contamination. Ceci est particulierement 
le cas dans I'industrie agro-alimentaire, ou des condi- 
tions de stferilite doivent Stre respectees. Cast 
egalement important en pathologie humaine, pour effectuer 
un suivi correct des malades traitSs d la suite d'une 

20 infection & Campylobacter, afin d'feviter toute nouvelle 
rechute . 

Enfin, dans le cas d ' infections declar6es, il 
est tres important de bien identifier le germe responsa- 
ble, et ceci rapidement apres le declenchement de la 

25 maladie, afin de pouvoir appliquer un traitement correct 
et efficace qui empecherait 1' evolution de 1' infection, 
voire la propagation d ' epidemies .Or, 1 ' identification 
des Campylobacter et la determination de I'espdce 
incriminee n'est pas aisee. En effet, leur isolement 

30 n6cessite des milieux speciaux et leur detection classi- 
que ne se fait actuellement qu' apres un enrichissement 
par culture d'au moins 48 heures. Ceci est tres long 
lorsqu'un diagnostic rapide est necessaire. D' autre part, 
etant donne que le diagnostic microbiologique se fait 

35 actuellement par des techniques bacteriologiques et/ou 
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blochlmigues qui exploitent des differences phenotypiques 
existant entre les diff^rentes especes, des erreurs de 
diagnostic peuvent se produire, surtout lorsque des 
mutants apparaissent pour un caractere donne. Dans le cas 
5 pr6cis de C. jejuni et C. coli. 1' unique crit6re de 
diff6renciation est I'hydrolyse de 1 ' hippurate (C. jejuni 
peut I'hydrolyser alors que C. coli ne le peut pas), et 
il arrive parfois que cette distinction ne puisse pas se 
falre, car il existe des souches C. jejuni hippurate- 
10 negatives (H6bert et al., J. Clin. Microbiol., 1984, 2Q, 
138-140, Totten et al., J- Clin. Microbiol., 1987, 2S., 
1747-1752).. 

Des approches utilisant 1 ' hybridation 
molSculaire pour identifier les especes appartenant au 

15 genre Campylohacter ont 6t6 propos6es. Cependant, ces 
in6thodes ne permettent 1 ' identification qu'aprfes culture, 
elles ne sont pas suffisamment sensibles pour d^tecter 
cette bact6rie dans les pr616vements biologiques. Ainsi, 
des mfethodes d ' identification et de classification des 

20 Campylobacter ont 6t6 proposees, utilisant soit des 
sondes radioactives (Ng et al., Mol. Cell. Probes, 1987, 
i, 233-243), soit des sondes non radioactives (Chevrier 
etal., J. Clin. Microbiol., 1989, 22, 321-326), ma is ces 
m6thodes utilisent des sondes g^nomiques totales et 

25 necessitent un enrichissement par culture du pathogdne 
^ d6tecter, car le seull de detection est assez 61eve, 
environ 10^ bactferies (Chevrier et al., ci-dessus). 

Des recherches de sondes nucl&iques sp6cifi- 
ques de C. jejuni, dans un but de diagnostic d'esp6ce, 

30 ont 6te faites par Picken et al. (Mol. Cell. Probes, 

1987, 1, 245-259), Korolik et al. (J. Gen. Microbiol., 

1988, 134 . 521-529) et Zhou et Wang ( Zbl • Bakt. , 1989, 
272 . 186-190), mais il subsiste des probl^mes de speci- 
ficity et les sequences de ces sondes potentielles n'ont 

35 pas 6t6 d6termin6es. 
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R^cemment les inventeurs, auteurs de la 
pr&sente invention ont: d6couvert une sequence d'ADN 
sp&cifigue de I'esp&ce C. jejeunl (FR-2 701 028)- Cette 
sequence a 6te utilisee pour mettre au point: un test PCR 
5 capable de dStecter et d' identifier cette espece dans un 
6chantillon biologique (Stonnet et Guesdon, FEMS Immunol. 
Med. Microbiol., 1993, 7, 337-344). Compte tenu de la 
haute specif icite de la sequence, ce test PCR ne permet 
pas de d6tecter 1' espece C. coll, tout aussi importante 

10 cliniquement que C. jejuni. Recemment, une mfethode 
d' identification et de discrimination sp6cifique parmi 
les Campylobacter thermophiles, dont C. coll, a 6t6 d6- 
crite par Eyers et al. (J. Clin. Microbiol., 1993, 31, 
3340-3343). Toutefois, les amorces sp6cifiques d'esp&ce 

15 ont fetfe choisies dans des regions hypervariables des 
genes codant pour I'ARN rlbosomique 23S, ce qui n*exclut 
pas une possibility d'obtenir des rfesultats "faux- 
nSgatifs" lorsque I'ADN d'une souche a tester possede des 
variations juste au niveau de la sequence des amorces. 

20 Toutefois ces ralsons ont amenS les inven- 

teurs A choisir pour objectif d'isoler des sequences 
d'ADN sp4cifiques de Campylohacter coll et de dfevelopper 
S partir de ces sequences une m6thode d ' identification 
basee sur la technique PCR et la technique d ' hybridation 

25 moleculaire. L * association de ces deux techniques permet 
d'atteindre un seuil de detection tres bas, permettant 
de dfetecter et d' identifier une seule bacterie C. coll 
dans un 6chantillon biologique. 

Les inventeurs ont h present isole une 

30 sequence nucl6ique utilisable pour la detection sp6cifi~ 
que de 1' espece Campylohacter coll. 

La presente invention a ainsi pour objet une 
s&quence nucleotidique qui hybride specif iquement avec 
1 ' acide nucleique g6nomique des souches appartenant a 

35 1* espece C. coll et qui n' hybride pas dans les conditions 
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habltuelles avec les acides nucl^iques de campy lobact:6- 
ries n'appartenant pas 4 cette esp&ce, ni avec les acides 
nucl6iques g^nomiques de bactferies proches du genre 
Campylobacter . 

5 L' invention a 6galeinent pour objet une 

sequence d'acide nuclfelque ayant la sequence SEQ ID n* 
1, la sequence compl6raentaire de celle-ci, ou une 
sequence qui en difffere par mutation, insertion, d616tion 
ou substitution d'une ou plusieurs bases. 

10 Par "sequence qui en diff^re par mutation, 

insertion, d616tion ou substitution d'une ou plusieurs 
bases", on entend une sequence qui hybride avec la 
sequence SEQ ID n° 1 ou sa sequence compl6mentaire dans 
les conditions de stringence habituelles dfefinies par 

15 SAMBROOK J., FRITSCH E.F. et MANIATIS T. (1989) : 
Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Ed. Cold. Spring 
Harbor Laboratory 9.47-9.62). 

Ces conditions sont d6termln6es h partlr de 
la tempferature de stringence moyenne Tm. 

20 De pr6f6rence, les s6quences les plus 

avantageuses sont celles qui hybrldent dans I'lntervalle 
de temperature (Tm - 15'C) & (Tm - 20»C). 

Les sequences en question comportent avanta- 
geusement au moins 12 nucleotides. 

25 L' invention a 6galement pour objet un vecteur 

de clonage contenant une sequence nucl6otidique telle que 
dfefinie ci-dessus, plus particuliereraent le plasmide pCSl 
contenant la sequence SEQ ID n» 1 d6pos6 h la Collection 
Nationale de Culture de Microorganismes le 14 novembre 

30 1994 sous le n" 1-1491. 

Les sequences nucleotidlques definles ci- 
dessus peuvent etre des sequences d'ADN ou des sequences 
d'ARN. 

La taille exacte du fragment de sequence SEQ 
35 ID n' 1 est de 604 pb. 
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Dans un premier temps ^ le fragment CSl a 6te 
utilise dans un test d ' hybridation, suivant la technique 
de Southern, sur des ADNs g6nomiques de differentes 
souches de I'espfece C. coli (C. coll CIP 70.54, C. coll 
5 CIP 70.77, C. coll CIP 70.78, C. COll CIP 70.79, C. coll 
CIP 70.80, C. coll CIP 70.81, C. coll CIP 71,5, C. coll 
CIP 103753, C. coli A630-isolat clinique) dig6r6s par 
1' enzyme Hlndlll, Bglll, et EcoRV respect ivement. Toutes 
les souches possedent des fragments d'ADN qui hybrident 

10 avec la sonde CSl. Selon 1' enzyme utilisee, HlJidlll, 
Bglll, et EcoRV, ces fragments ont une taille de 2,3 kb, 
3,5 kb ou.2,7 et 6 kb respect ivement . 

Dans un autre test de mfeme type, le fragment 
CSl a 6t6 utilisfe comme sonde sur des ADNs cibles prove- 

15 nant d'autres especes de Campylobacter (Campylobacter 
jejuni, C. larl, C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. 
venerealls , C. hyolntestlnalls, C. sputorum subsp. 
sputorum , C. sputorum subsp. bubulus, C. concisus,. C, 
curvus et C- fecalls) ou d'autres genres bact6riens 

20 (Escherichia coll, Arcobacter cryaerophylus , Helicobacter 
pylori. Salmonella typhlmurium) . Ces ADNs cibles ont 6t6 
digferfes par 1' enzyme Hlndlll. Une importante hybridation 
avec I'ADN de C. coll ( tfemoin positif) a fet6 observ6e, 
d6s 3 h d'autoradiographie. Apr6s 24 heures d ' exposition, 

25 un leger signal est visible provenant de I'ADN de C. 

Jejuni. Cette 16g6re hybridation croisee n'est pas 
inexplicable, car il existe 30 a 50% d'homologie au 
niveau genomique entre C- jejuni et C. coli . Le fragment 
CSl ne s'est hybride a aucun des autres ADNs testes. 

30 Aucun signal n'etait visible sur 1 * autoradiographie, meme 
apres des temps d' exposition tres longs (72 heures). 

La sequence SEQ ID n' 1 des parties ou des 
variants f onctionnellement equivalentes de celles-ci, 
peuvent etre utilises dans des techniques d ' hybridation 

35 moleculaire pour la detection et 1 ' identification de 
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Campylobacter coll. 

Les variants f onctionnellement: equivalents 
comprennent des sequences dans lesquelles des paires de 
bases ont 6t6 mutees, deletees, inserees ou substitutes, 
5 sans que les proprietes essentielles a la specificite de 
ces fragments soient affecttes. 

Les sequences nucleotidiques selon 1 * inven- 
tion ont des applications diagnostiques et epidSmio- 
logiques en mtdecine humaine ou veterinaire, notamment 
10 comme sondes nucl6iques sp6cif iques de Campylobacter coll 
ou comme amorces oligonucl6otidiques pour 1 ' amplification 
d'une sequence specif ique de Campylobacter coll. 

Les sondes selon 1 ' invention comprennent 
avantageusement au moins 20 nucleotides consfecutif s parmi 
15 les sequences ou les fragments de sequences mentionn6s 
cl-dessus. 

Les sondes sont des sondes d'ADN ou des 

sondes d'ARN. 

Les s6quences nucleotidiques decrites dans 

20 cette invention peuvent ainsi etre utilis6es comme sondes 
pour d6tecter sp6cif iquement et de maniere directe des 
souches de Campylobacter coll dans un 6chantillon 
biologique. Les sequences non marquees peuvent Stre 
utilisfees directement comme sondes, cependant les sequen- 

25 ces sont gen6ralement marquees par un element radioactif 
(^^p, ^^S, ^H, ^^^I) ou par une molecule non-radioactive 
( biotine, ac6tylaminof luorene, digoxigenine, 5-bromo- 
dfesoxyuridine ) pour obtenir des sondes utilisables pour 
de nombreuses applications. 

30 Dans ce dernier cas, on pourra utiliser I'une 

des m6thodes de marquage decrites dans FR 2 422 956 et 
FR 2 518 755. La technique d ' hybridation peut etre 
r6alis6e de manieres di verses (Matthews, J. A. et Kricka, 
L.J., Anal- Biochem, 1988, 169, 1-25). La methode la plus 

35 g6n6rale consiste a immobiliser 1 ' acide nucleique extrait 
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des cellules de Campylobacter coll sur un support: 
(nitrocellulose, nylon, polystyrene, . . . ) et a incuber, 
dans des conditions bien definies, I'acide nuclSigue 
cible immobilise avec la sonde. Apres 1 ' hybridation^ 
5 l*exces de sonde est elimine et les molecules hybrides 
form6es sont detect6es par la methode appropriee (mesure 
de la radioactivite, de la fluorescence ou de 1 ' activite 
enzymatigue liee a la sonde, . • ) . 

Dans une autre application, les sondes 
10 d'acide nuol^ique ddcrites ici peuvent etre utilisees 
comma sondes de capture. Dans ce proced^^ la sonde est 
immobllis6e sur un support et sert a capturer par 
hybridation sp6ci£igue l^acide nucleigue cible extrait 
de C. coll. Si n^cessaire, le support solide est s6pare 
15 de 1 '^chantillon et le duplex formS entre la sonde de 
capture et 1 ' acide nucleigue cible est ensuite detects 
gr&ce d une seconde sonde de detection marquee par un 
616ment facilement detectable. 

Lorsgu * une guanti te suf fisante d * acide 
20 nucleigue de Campylobacter coll peut etre extraite d 
partir des pr616vement a analyser, les sequences decrites 
dans le brevet sont utilisables pour d6tecter et identi- 
fier les souches appartenant a Campylobacter coll 
directemenr dans ces prelevements . Dans le cas contraire, 
25 une culture rapide en milieu liquide peut etre realisee 
avant 1' extraction de 1' acide nucleique de Campylobacter 
coll, ou bien la petite quantity d* acide nucl&ique de 
Campylobacter coll extrait du pr&levement peut St re 
soumise a une technique d * amplification comme par exemple 
30 la technique PGR. 

La sequence SEQ ID n^ 1 et ses sequences 
dSrivees peuvent egalemenr etre utilisees pour selection- 
ner des amorces oligonucleotidiques, notamment pour la 
technique PGR. 

35 
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Cette technique necessite le choix de paires 
d' oligonucleotides encadrant le fragment qui doit 6tre 
amplifi6 (brevet U.S. n' 4 683 202). Ces amorces oligodit- 
soxyribonucl6otidiques ou oligoribonuclfeotidiques ont 
avantageusement une longueur comprise entre 18 et 30 et 
de preference 18 a 22 nucleotides. L'une des deux amorces 
est compiementaire du brin ( O de la matrice et 1 ' autre 
amorce est compiementaire du brin (-). II est important 
que ces amorces ne possedent pas de structure secondaire 
ou de sequence compiementaire l'une de 1' autre. D' autre 
part, la longueur et la sequence de chaque amorce doivent 
etre choisies de maniere a ce que les amorces ne s'hybri- 
dent pas avec d' autres acides nucieiques provenant de 
cellules procaryotes ou eucaryotes, en particulier avec 
15 les acides nucieiques des Campylobacter n • appartenant pas 
a I'espece coll et avec I'ADN ou I'ARN humain pouvant 
feventuellement contaminer le pr616vement. 

Les amplimeres s61ectionn6s comme amorces 
specif iques pour 1 • amplification de sequences nucieiques 
20 de souches appartenant d CanipyloJbacter coll sont choisis 
par exemple en suivant la methode decrite par Griffais 
et Coll. (Nucleic Acids Res. 1991, 19, 3887-3891). 

A partir de la sequence SEQ ID n* 1, les 
inventeurs ont choisi des oligonucleotides pour realiser 
25 un test PCR. GrSce d ces oligonucleotides, ils ont obtenu 
une amplification specifique de Campylobacter colt. 
aucune amplification n'etait visible avec I'ADN des 10 
autres Campylobacter mentio.nnes ci-dessus, en particulier 
C. jejuni, ni avec I'ADN d- Escherichia coll. Helicobacter 
30 pylori, salmonella typhimurium, Rrcobacter cryaerophllus . 

Un couple d' amorces tout particulierement 
prefere est represente par les oligonucleotides CSF et 
CSR issus de la sequence SEQ ID n' 1, de sequences : 
Amorce CSF : ^ATA TTT CCA AGC GCT ACT CCC C^ 

35 Amorce CSR : =CAG GCA GTG TGA TAG TCA TGG G' 
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Les fragments d ' acide nucl6ique obtenus par 
amplification gSnique a 1 * aide des amorces decrites ci- 
dessus constituent egalement un objet de 1' invention. 

Les fragments amplifies peuvent etre identi- 
5 fiSs apres une electrophorese en gel d' agarose ou de 
polyacrylamide, ou apres une 61ectrophor6se capillaire, 
ou encore apres une technique chromatographique ( filtra- 
tion sur gel^ chroma tographie hydrophobe ou sur echangeur 
d'ions). La specif icite de 1 ' amplification peut etre 

10 controlee par hybridation mol6culaire en utilisant comme 
sonde la sequence nucleotidique SEQ ID 1, des frag- 
ments de celles-ci, des plasmides contenant ces sequences 
ou des fragments de celles-ci, des oligonucl6otides 
compl^mentalres de ces sequences ou fragments de s6quen- 

15 ces ou des produits d * amplification. Ces sondes peuvent 
fetre marquees ou non par des Pigments radioactifs ou par 
des molecules non radioactives • 

La presente invention a egalement pour objet 
une mfethode de detection de la presence des souches de 

20 Campylobacter coll dans un &chantillon biologlque, 
caract^rlsSe par les fetapes suivantes : 

i) mise en contact de 1 ' echantillon biologi- 
que avec un couple de fragments oligonuclfeotidiques dits 
amorces, tels que definis precedemment , 1 ' acide nucleique 

25 contenu dans 1 ' echantillon ayant, le cas echeant, ete 
prfealablement rendu accessible a 1 ' hybridation et dans 
des conditions permettant une hybridation des amorces 
a 1' acide nucleique des souches appartenant § Campylo- 
bacter coll ; 

30 ii ) amplification de 1 ' acide nucleique des 

souches de Campy 2oZ>acter coll ; 

ill) mise en evidence de 1 ' amplification de 
fragments d' acide nucleique correspondent au fragment 
encadre par les amorces ; 



35 
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iv) verification eventuelle de la sequence du 
fragment amplifi6, par exemple par hybridation de sonde 
specifique, par sequengage ou par analyse de site de 
restriction . 

5 La presente invention a en outre pour objet 

un kit ou coffret pour la detection de la presence de 
souches appartenant a Campylobacter coll dans un 6chan- 
tillon biologique, caracteris6 en ce qu'il comporte les 

elements suivants : 
10 - un couple de fragments oligonucl6otidiques 

tela que dfefinis prfecedemment ; 

- les r6actlf s n6cessaires pour ef fectuer une 
amplification d'acide nuclelque de souches appartenant 

b. Campylobacter coll ; 
15 - ^ventuellement , un composant permettant de 

verifier la sequence du fragment amplifid, plus particu- 
lierement une sonde nucl6ique telle que d6finie pr6ce- 
demment . 

Ce kit contient plus avantageusement la ou 
20 les sondes marquees ou non. Celles-ci peuvent etre en 
solution ou immobilis6es sur un support. Le kit peut 
6galement contenir les reactifs necessaires pour la lyse 
des bact^ries et 1 ' extraction des acides nucl6iques 
cibies, ainsi que les solutions d ' hybridation et de 
25 lavage correspondant a la m^thode choisie. 

L' invention est illustree plus en detail dans 
les exemples qui suivent et les figures annex6es sur les 
lesquelles : 

- la fig. 1 represente les profils d'hybri- 
30 dation des ADNs de differentes souches de C. coli avec 

le fragment CSl utilise comrae sonde ; 

- la fig. 2 represente les resultats d'elec- 
trophorese obtenus aprSs amplification par PGR avec le 
couple d ' amorces CSF et CSR . 

35 
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EXEMPLE 1 : 

Construction de la bangue genomique de 
C. coll. Criblage de la banque et determination de la 
sequence du fragment specif ique : 
5 L'ADN genomique de C- coli CIP 70.80 est 

dig^re partiellement par 1 ' endonucl6ase de restriction 
Hind III en faisant agir 0,5U d* enzyme par pg d'ADN dans 
le tampon recommande par le fournisseur pendant 1 heure 
a 37*C, Ces conditions permettent I'obtention preferen- 

10 tielle de fragments de longueur comprise entre 30 et 40 
kb. Apres digestion, le m&lange contenant les fragments 
d'ADN est purif ie par extractions au phfenol/chloroforme 
et 1*ADN est pr&cipit^ & I'^thanol. 

Le vecteur est le cosmide pHC79. II est 

15 dig&re par 1' enzyme Hind III et dephosphoryle pour 6viter 
toute autoligat ion . 

La ligation s*effectue en m61angeant 700 ng 
de vecteur et 3 pg de fragments d'ADN de 30/40 kb, le 
melange est laissd a 12* C pendant 18 heures aprds que 

20 I'on ait ajoutfe 5 unites de T4 DNA ligase dans un tampon 
approprife . 

Les cosmides recombinants sont encapsides in 
vitro et utilises pour transformer les bacteries {E. coll 
HB 101). Les bacteries trans formees sont incubees 1 heure 

25 a 37*0 en milieu LB^ puis etalees sur milieu selectif 
Agar contenant 25 pg/ml d ' ampillicine. Les colonies 
resistantes d 1 ' ampicilline sont toutes testees pour leur 
sensibilite a la tetracycline, en effet le fragment d'ADN 
de 30/40 kb est insure dans le vecteur de maniere a 

30 inactiver le gene de resistance ^ la tetracycline (Tet) 
et a conservex- le gSne de resistance A 1 ' ampicilline 
(Amp) • 

II est affectum une mini preparation d'ADN 
des 200 premieres colonies transf ormantes resistantes a 
35 1 'ampicilline (Amp'') et sensibles a la tetracycline 
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(Tef) selon la technique de la lyse alcaline. L'ADN de 
ces preparations est ensuite diger^ par 1 • endonucl6ase 
de restriction Hind III, analyst en electrophorese sur 
gel d'agarose H 0,8%, puis transfers sur des filtres de 
Nylon. L'ADN est fix6 de fagon irreversible par 3 minutes 
d' exposition aux UV ^ 254 nm. 

Ces differents filtres sont incub6s pendant 
16-18 heures a 65'C dans un tampon 6X SSC (IX SSC corres- 
pond a 0,15M NaCl et 0,015M citrate de Na) contenant 10% 
de sulfate de dextrane, une solution de Denhardt 5X 
concentree (une solution de Denhardt IX correspond a 
0,02% de Ficoll, 0,02% de polyvinylpyrrolidone et 0,02% 
d'albumine s6rique bovine), lOmM EDTA, 0,5% de SDS, 100 
pg/ml d'ADN d6natur6 de sperme de saumon et I'ADN 
15 genomique, radiomarqu6 au "P par multiprimlng, de I'une 
des deux especes suivantes : C. Jejuni CIP 70.2, C. coll 
CIP 70.80. 

AprSs hybridation, les filtres sont lav6s 2 
fois 10 minutes en 2X SSC h 65'C, 1 fois pendant 30 
minutes en 2X SSC + 0,1% SDS a 65 'C, et enfin 1 fois 
pendant 10 minutes en 0,1X SSC a 65-C. Les filtres encore 
humides sont mis en autoradiographie a -80 'C avec 6cran 
intensifiant de 15 minutes h 3 jours. 

Les r^sultats de ces hybridations ont permis 
d'isoler un clone cosmidique contenant un fragment 

d' environ 2,3 kb nommfe CSl- 

La sp6cificit6 du fragment a §t6 v6rifi6e 

comme d6crit dans I'exemple n' 2. 

Le fragment CSl a 6t6 sfequencfe selon la 
methode de Sanger en utilisant le kit de sequengage "T7 
sequencing kit" (Pharmacia) directement sur le cosmide, 
apres d6naturation alcaline des deux brins d'ADN. Toutes 
les reactions de sequengage ont ete realisfees avec du 

dATP marqu6 au "S- 
35 La partie sequencfee (600 paires de bases) du 
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fragment est representee dans le listage joint a la 
description. La comparalson entre les bangues de donnees 
"Genebank" et "EMBL" et les 600 nucleotides du fragment 
CSl ainsi d6termin6s, ne fait ressortir aucune homologie 
5 significative avec les sequences connues aujourd'hui. 

EXEMPLE 2 : 

TVnalyse d'ADN par la technique de Southern^ 
en utilisant comme sondes les sequences d'acide nucl6ique 
10 de 1* invention : 

La liste et les references des bact6ries 
utilisdes .dans cette 6tude sent les suivantes : 

Campy 1 ohBcter : 

15 C. jejuni subsp. jejuni GIF 70.2, CIP 70.86, 

CIP 81.1 

C. jejuni subsp. doylel CIP 103751 
C. coll CIP 70.80, CIP 71.5, CIP 70.81, CIP 
70.79, CIP 70.78, CIPI 70.77, CIP 70.54 

20 C. lari CIP 102722 

C. upsallensls CIP 103681 

C. fetus subsp. fetus CIP 5395 

C. fetus subsp. venerealls CIP 6829 

C. hyolntestlnalls (isolat clinique) 

25 C. sputorum subsp. sputorum CCUG 9728 

C. sputorum subsp. iubulus CIP 53103 
C. conclsus (isolat clinique) 
C. fecalls CIP 12014 
C. Cur\^us (isolat clinique) 

30 Kor\-Campulohacter : 

Arcobacter cryaerophlla CCUG 17801 
Helicobacter pylori CIP 1C1260 
Escherichia coll HBlOl 
Salmonella subsp. typhlmurlum C 53 

35 Salmonella subsp. salamae 
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salmonella subsp. diarizonae 
Enterococcus fecalls JH2-SM 

Enterococcus faecium D372 (isolat clinique) 
Bacteroldes fragilis E134 (isolat clinique) 
Bacteroides fragilis F238 (isolat clinique) 
Les r6sulats sent repr6sent6s a la fig. 1, le 

num^ro des pistes correspondent dans I'ordre aux souches 

ci-dessus Snum^rSes. 



10 ADN de har:t6rs *>fi annartenant au asutfi 

rampyflnhac l-f^r aiitrea que C. COll : 

Apres culture en milieu approprife (g61ose au 
sang de mouton h 5%, Biom6rieux ) , les Campylobacter sont 
trait6s de la mani^re suivante : les bactferies de chaque 

15 boite de Petri sont r6colt6es avec 2 ml de tampon TE- 
glucose (Tris-HCl pH 8 25 mM, EDTA 10 mM, glucose 50 mM), 
centri fugles pendant 5 minutes k 5000 g, le culot est 
redispersS et lav6 en TE-glucose puis recentrifug6, les 
bact&ries sont resuspendues dans 100 \il de tampon TE 

20 (Tris-HCl 10 mM pHB, EDTA 1 mM) et I'ADN est extrait 
selon la technique de Pitcher et al. (Lett. Appl. Micro- 
biol., 1989, 8, 151-156). Deux ^ig des ADN ainsi extraits 
sont soumis & une digestion totale par 1' enzyme Hind III. 
Les fragments obtenus sont ensuite s^pares par electro- 

25 phorese sur gel d' agarose h 0,8% en TAE avant d'etre 
transf6r6s sur membrane de Nylon selon la technique de 
Southern . 

Les fragments transferes sont analyses par 
hybridation mol6culaire. La sonde CSl, marqude par du 

30 "P, d^tecte specif iquement I'ADN de C. coli et n'hybride 
pas avec les ADN genomiques d'autres Campylobacter, sauf 
tres legerement avec un fragment d'ADN situ6 sur le 
g6nome de C. jejvnl, Cette hybridation croisee n'est 
detectable qu' apres 18 heures d' exposition, alors que 

35 I'ADN de C. coli est detectable d6s 3 heures d'exposi- 
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I'ADN de C- coll est detectable d6s 3 heures d 'exposi- 
tion. 

ADN de baeteries n ' apoartenant pas au genre 

5 Campylobacter : 

L*ADN de ces bactSries et de C. coll utilise 
conune controle positif a 6t6 hydrolys6 par 1* enzyme de 
restriction Hindlll, puis les fragments ont 6t6 s6par6s 
par eiectrophordse en gel d' agarose et transferes sur une 

10 membrane de nylon Hybond-N. Ces diff6rents fragments 
d'ADN sont analyses par hybridation mol6culaire, en 
utilisant .comme sonde le fragment CSl marque au ^^P selon 
la technique du kit "Random primed DNA labelling" 
( Boehringer ) . L ' autoradiographic montre que la seule 

15 espece d6tectee est C. coll, Aucune hybridation n'est 
d&tectable sur les ADN des especes non- campy lobacterien- 
nes, meme apr&s 72 heures d* exposition* 

EXEMPLE 3 : 

20 Amplification enzymatique In vitro de 1*ADK 

de C. coll avec les amorces ddflnies & partlr de la 
sequence d*acide nucl61que faisant l*objet de 1' inven- 
tion* 

ChQix des amorces : 

25 II a 6t6 d6montr6 que c'est essentiellement 

I'extr^mite 3' des amorces oligonucleotidiques qui 
determine la specificite de la PGR. II est done important 
que cette region 3 * soit parf aitement specif ique de la 
cible a amplifier* 

30 Etant donne que le g6nome de Campylobacter 

pr6sente un tres faible pourcentage de guanine et 
cytosine ( entre 28 et 38% de G+C ) , les inventeurs ont 
pense que des amorces dont I'extr6mit6 3* etait riche en 
G+C pouvaient presenter un important degr6 de specifici- 

35 t6- 
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A I'aide d'un programme informatique les 
inventeurs ont recherchfe, a 1" inter ieur de la sequence 
CSl, des zones riches en G+C qui sont presentes une seule 
fois sur CSl. C'est a partir de ces regions que la 
sequence des amorces a ete orient6e et compl6t6e de f agon 
d obtenir une longueur d'une vingtaine de nucleotides. 

ff yp-hh&fiP> r i pc ^mnrcps n1 i nonur-] Pot i < 1 iques : 

Les amorces d^rivees de la sequence CSl, 
appel6es CSF et CSR et ayant une longueur de 22 nucleoti- 
des, ont 6t6 synth6tis6es a I'aide d'une mfethode des 
phosphoramidites sur un automate par le service de Chimie 
organique.de 1 ' Institut Pasteur. La concentration de 
chaque amorce est determinee au spectrophotomStre. 

ftmpl ^ ^-it-^tion : 

La technique d' amplification enzymatique In 
vitro (PCR) est r6alis6e selon le protocole dtoit par 
Saiki et al. (Science, 1988, 239, 487-491) en utilisant 
1 pM des oligonucleotides CSF et CSR et 30-100 ng d'ADN 
de differentes souches de Campylobacter avec 0,5 unite 
de Taq polymerase dans un tampon contenant 25 mM de KCl, 
20mM de Tris-HCl pH 8,5, 1,5 mM de MgCl,, 200 pM de 
desoxyribonucieotides triphosphates et 100 pg/ml d' albu- 
mins serique bovine, le volume final de la reaction etant 
de 50 pi. Les parametres des etapes de la PCR ont ete 
choisis de la fagon suivante : 5 minutes a 94'C, 1 minute 
a 60'C, 1 minute a 72-C, puis (1 minute a 94'C, 1 minute 
a 60-C, 1 minute a 72'C) 38 fois et un dernier cycle 1 
minute a 94-C, 1 minute a 5 minutes a 72-C. 

Quarante cycles sont ainsi realises en utilisant un 
appareil automatique. Apres le dernier cycle, les 
echantillons sont maintenus a 4'C jusqu'a I'analyse. 

j^ n ri l v-TP pi »^--^^r.phorpt1nup, snT gel <^'aqa- 
T-r^c^ ri^g ^r^>>«nt:i lions ampl j fiss : 

Dix pi des echantillons amplifies sont 
deposes sur un gel d' agarose a 2% dans un tampon TBE 
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(0,04 M Tris-borate, O^OOIM EDTA) contenant 1 pg/ml de 
broRiure d ' 6l:h±dluin . Les fragmen'ts amplifies sont: visua- 
lises sous UV et les gels sont: photographies en utrlllsant 
un film Polaroid 667. 
5 Les resultats obt:enus avec des ADNs de 

diff6renl:es especes de Campylobacter et les amorces CSF 
et CSR raontrent que la longueur du fragment amplifi6 
obtenu correspond S la longueur theorique attendue avec 
ce couple d* amorces et qui est de 258 paires de bases. 
10 En complement de ces resultats, aucun 

fragment amplifig n'est visible lorsgue I'ADN analyse est 
extrait des especes ou genres suivants : 
C. Jejuni subsp. Jejuni , C. Jejuni subsp. doylel, C. 
larl, C. upsallensls, C. fetus subsp* fetus, C. fetus 
15 subsp. venerealis, C. iiyolxztestlnalls, C. cryaerophlla, 
C* sputorum subsp. sputorum,^ C. sputorum subsp. Jbubulus, 
C. fecalls, C. conclsus, C. curirus, Escherichia coll, 
Helicobacter pylori, Arcobactercryaerophllus, Salmonella 
subsp. salamae. Salmonella subsp. dlarlzonae, Enterococ- 
20 cus fecalls, Enterococcus faeclum, Bacteroldes fragllls 
ou de cellules humaines* Bien entendu, toutes les souches 
de C. coll test6es ont donn6 des r6sultats positifs, 
qu*il s'agisse de souches de collection ou d'isolats de 
malades. 

25 

En conclusion, 1 ' ensemble de ces r6sultats 
d^montre que, ^ l*aide de la technique PGR et des amorces 
dScrites dans cette invention, il est possible de 
dStecter specif iguement l*espece C. coll, ce qui laisse 
30 penser que des isolats de malades et des echantillons 
biologigues infectSs par C, coll pourront Stre identi- 
fies, rendant ainsi la m6thode utilisable dans le domaine 
de la bacteriologie clinique, en medecine veterinaire et 
dans 1 ' Industrie agro-alimentaire. 

35 
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INFORMATIONS GENERALES 

(1) DEMANDEUR : Institut Pasteur 

(2) TITRE DE L' INVENTION : 

Sequences nucl^otidiques hybridant sp6cifi- 
quement avec une sequence nucl6ique gfenomique 
de Campylobacter coll, applications dans le 
diagnostic d'une infection a Campylobacter 
coll. 

(3) NOMBRE DE SEQUENCES : 3 

INFORMATIONS POUR SEQ. ID N* 1 : 
CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
TYPE : Nucleotide 
LONGUEUR : 604 paires de bases 
NOMBRE DE BRINS : double 
CONFIGURATION : linfeaire 
TYPE DE MOLECULE : ADN 
ORGANISME : Campylobacter coll 
NOM : CSl 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 
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10 20 30 40 50 

TTAAAAAGAC TTATTTCCAT ACTAAATCAA CCCAAATAAA AATAAAAAAT 

60 70 80 90 100 

5 ATTATACTTA AATATCCATT TAAAGTAAAA AACGCTTTAT CAATGTGAGC 

110 120 130 140 150 

AAAATTTTTA TGTACAATTT TATGTTCAAA AGCCAAAATA ATACCGCTGA 

160 170 180 190 200 

TAATCATTCC AAATAATGCA ATATTTCCAA GCGCTACTCC CCAAACCTGC 

0 

210 220 230 240 250 

CAAACAAAAA GTAGCCAAAA TAATACTGCT AATACATGGC AAAAGCCGAG 

260 270 280 290 300 

ATAAATAAAG TCGCCTTAGA GCCAAATTTA GCAGGGATAG AATGAAGTCC 

310 320 330 340 350 

' TACTTTTTTA TCATACTCCA TATCTTGTAA AGAGTAAAGC AAATCAAATC 

360 370 380 390 400 

CAGCCGTCCA AAAAGTTACC CCTAAGCATA AAATCACACT ATAAATGTGA 

410 420 430 440 450 

ATTTCACCCA TGACTATCAC ACTGCCTGCA ATAGGTGCAA GTCCTAAACA 

) 

460 470 480 490 500 

AAATCCTAAA ACTAAATGCG CTAAAGACTA AAGCGTTTAA AAGCAGAATA 

510 520 530 540 550 

AATTGCCAAT ACAAAAAGCA CAGGAAAAGA AAGATAAAAA GCCAAAGTAT 

; 560 570 580 590 600 

TGATAAAATA AGAACACAAT ATAAAAATAA TCGCATTAGG ATAATAAAAT 

604 
CCAA 



30 III - INFORMATIONS POUR SEQ. ID N' 2 : 
CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
TYPE : Nucleotide 
LONGUEUR : 22 paires de bases 
NOMBRE DE BRINS : Simple 

35 CONFIGURATION : lin^aire 
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TYPE DE MOLECULE : oligonucleotide de synthase 
ORGANISME : Campylobacter coll 
NOM : CSF 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE 
Amorce CSF : ' ATA TTT CCA AGC GCT ACT CCC C^' 



IV - INFORMATIONS POUR SEQ. ID N"* 3 : 
10 CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

TYPE : Nucleotide 

LONGUEUR : 22 paires de bases 

NOMBRE DE BRINS : simple 

CONFIGURATION : lineaire 
15 TYPE DE MOLECULE : oligonucleotide de synthase 

ORGANISME : Campylobacter coll 

NOM : CSR 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 
^ CAG GCA GTG TGA TAG TCA TGG G^* 



20 
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REVENDICATIONS 

1. Sequence d*acide nucl^lgue qui hybrlde sp&cifl- 
quement avec un aclde nucl&lque gSnomlque des souches 

5 appartenant A l*esp&ce Campylobacter coll et qui n' hy- 
brlde pas dans les conditions habit:uelles avec un aclde 
nucl^ique de campylobactdries n * appartenant pas d cette 
esp&ce, nl avec un aclde nuclSlque gSnoroique de bact^rles 
proches du genre Campylobacter, caract6rls6e en ce 
10 qu'elle poss&de la sequence nucl6otldlque SEQ ID 1, 
la sequence compl&nentalre de celle-cl, ou une sequence 
qui en dlff&re par mutation. Insertion, dSl^tion ou 
substitution d*une ou plusleurs bases. 

2. Vecteur de clonage caract6rls6 en ce qu*ll 
15 contlent une sequence nucl6otidlque selon la revendlca- 

tlon 1. 

3. Plasmlde d6pos6 & la Collection Nationale de 
Culture de Mlcroorganlsmes, le 14 novembre 1994, sous le 
n« I-1491. 

20 4. Sonde nuclSlque spSclfique des acldes nuclei- 

gues de Campylobacter coll, caract6ris6e en ce gu*elle 
comprend au moins 20 nucl&otides cons4cutifs cholsis 
parmi les sequences nuclSotidiques selon la revendlcatlon 
1. 

25 5* Sonde nucl61que selon la revendlcatlon 4, 

caract&rls^e en ce qu'elle est immobilisee sur un support 
et utilisSe comine sonde de capture. 

6. Couples d' amorces ollgonucl6otldlques spfeclfl- 
ques pour 1 ' amplification d'une sequence nucl6ique de 

30 Campylobacter coll, caractSris&s en ce qu*lls comprennent 
des paires d 'oligonucleotides ayant de 18 & 30 nucleoti- 
des, de preference 18 d 22 nucleotides cholsis parmi les 
sequences selon la revendlcatlon 1. 

7. Couple d' amorces ollgonucieotidiques specif 1- 
35 ques pour 1 ' amplification d'une sequence nucieique de 
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Campylobacter coll selon la revendication 6, caract:6ris6 
en ce qu'il est constitu6 par les paires oligonucl6otidi- 
ques de sequences : 

5 ®'ATA TTT CCA AGC GCT ACT CCC C^' 

^'CAG GCA GTG TGA TAG TCA TGG G^* 

8. Fragment d'acide nuclfeique obtenu en ainpll£iant 
un aclde nucl&lque de C. coll par une technique d'ampli- 

10 fication gfenique, notamment par la technique PGR, au 
moyen d'un couple d' amorces ollgonucl6otidiques selon la 
revendication 6 ou 7. 

9. Methode de detection de la presence de Campylo- 
bacter coll dans un fechantillon biologique, caract6ris6e 

15 par les etapes suivantes : 

a) mise en contact de 1 ' echantillon biologique 
avec un couple d' amorces selon la revendication 6 ou 7, 
I'acide nucleique de Campylobacter coll contenu dans 
1 'echantillon biologique ayant, le cas echfeant, 6t6 rendu 

20 prealablement accessible & une hybridation, et dans des 
conditions permettant une hybridation des amorces & 
I'acide nucl6ique appartenant & Campylobacter coll ; 

b) amplification de I'acide nucleique appartenant 
& Campylobacter coll ; 

25 c) mise en Evidence de 1 ' amplification de frag- 

ments d'acide nucleique de Campylobacter coll corres- 
pondant au fragment encadrfe par les amorces ; 

d) verification eventuelle de la sequence du 
fragment amplifie, par exemple par hybridation de sonde 

30 sp6cifique, par s^quengage ou par analyse de site de 
restriction, 

10. Kit de detection de la presence de Campylobac- 
ter coll dans un echantillon biologique, caracterise en 
ce qu'il comprend les elements suivants : 

35 - un couple d' amorces selon la revendication 6 ou 
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7 ; 

- les rSactifs n^cessalres pour effectuer une 
amplification d'un aclde nucl&lgue de Campylobacter 
coll ; 

6vent:uelleinent un coinposant permettanl: de 
verifier la sequence du fragment: £unpllfl6, plus partlcu- 
llferemenl: une sonde nucl61gue selon la revendlcation 4 
ou 5. 
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FIG.l 




FIG.2 
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